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 繊毛に局在する受容体などのタンパク質の輸送は、2 MDa を超える巨大なタンパ
ク質複合体（IFT 装置）によって媒介される。IFT 装置は、モータータンパク質のキ
ネシンと共役して繊毛内の順行輸送を担う IFT-B 複合体、およびダイニンと共役し








第一章 BBSome の構築様式に基づく機能の解析 
 著者はまず、従来の方法では困難であった多数のサブユニットから成る複合体の
構築様式でも簡単に調べることができる VIP（visible immunoprecipitation）アッセイ
の開発に携わり、BBSome を構成する 8 つのサブユニット（BBS1/BBS2/BBS4/BBS5/ 
BBS7/BBS8/BBS9/BBS18）の間の相互作用を網羅的に調べた。それによって、BBSome
の複雑な構築の全体像を明らかにした。また、BBS1 を介して BBSome と相互作用
することがわかっていた低分子量 GTPase の ARL6 が、実際には BBS1-BBS9 二量体
と相互作用することを明らかにした。さらに、ARL6 と BBS9 は、BBS1 の別々の領
域（それぞれ N 末端領域と C 末端領域）を介して相互作用することもわかった。 
 次に著者は、BBSomeの機能を調べるために、CRISPR/Cas9システムを用いてBBS1
ノックアウト（KO）細胞を樹立した。BBS1-KO 細胞において、BBS9 や ARL6 は繊
毛内に全く局在できなくなるともに、ヘッジホッグシグナル依存的に繊毛から排出
される GPCR である GPR161 が繊毛から全く排出されなくなった。これらの結果か
ら、BBSome は繊毛局在型受容体の繊毛からの排出に関与することが示唆された。 
 次に、野生型 BBS1、あるいは相互作用パートナーである ARL6 や BBS9 と相互作
用できないBBS1の変異体をBBS1-KO細胞に発現させて、細胞の表現型を解析した。
BBS9 と相互作用できない BBS1 変異体を発現させた BBS1-KO 細胞において、
 GPR161 の排出不全は全く回復しなかったことから、BBS1 と BBS9 の相互作用は
BBSome の機能において必須であることがわかった。一方、ARL6 と相互作用できな
い BBS1 変異体を発現させた細胞において、GPR161 の排出不全は回復した。さらに
詳しく調べると、BBS1 と BBS9 が相互作用することによって、BBS1 と ARL6 の相
互作用が増強されること、および ARL6 と相互作用できない BBS1 変異体は BBS9
存在下では ARL6 と相互作用できるようになることがわかった。これらの結果から、
BBS1 と BBS9 の相互作用は BBS1 と ARL6 の相互作用の安定化に寄与し、BBSome
の機能において必須の役割を果たすことが明らかになった。 
 





る。そこで、BBSome と IFT-A 複合体、BBSome と IFT-B 複合体の間の相互作用を
VIP アッセイにより調べた。その結果、BBSome と IFT-B 複合体が相互作用するこ
とが明らかになった。VIP アッセイを用いてさらに詳しく調べることによって、
BBSome の BBS1-BBS9 二量体が、IFT-B 複合体のサブユニット IFT38 と相互作用す
ることがわかった。さらに、IFT38 のさまざまな欠失変異体を用いた解析によって、
IFT38 の C 末端領域を欠失した変異体 IFT38(C)は、他の IFT-B サブユニットとの相
互作用は維持しているが、BBS1-BBS9 二量体とのみ相互作用できないことがわかっ
た。 
 次に、CRISPR/Cas9 システムを用いて IFT38-KO 細胞を樹立し、野生型 IFT38 お
よび IFT38(C)変異体をそれぞれ IFT38-KO 細胞に発現させて、表現型の解析を行っ
た。すると、野生型 IFT38 を発現させた細胞では GPR161 は繊毛から正常に排出さ
れるのに対して、IFT38(C)発現細胞では GPR161 の排出は抑制された。また、BBS9
や ARL6 の局在を観察すると、野生型 IFT38 発現細胞と IFT38(C)発現細胞のどち
らにおいてもこれらは正常に繊毛内に局在していた。以上の結果から、IFT38 と
BBS1-BBS9 二量体を介する IFT-B 複合体と BBSome の相互作用は、BBSome 自体の






















う IFT-B 複合体とダイニンと共役して逆行輸送を担う IFT-A 複合体に分けられる。
しかしながら、これらの複合体自体の構築様式や、複合体同士の連結様式は解明さ
れておらず、繊毛内タンパク質輸送の分子基盤は不明であった。そこで著者は、タ
ンパク質間相互作用解析を迅速に行える VIP アッセイの開発に携わり、BBSome の
構築様式や、BBSome と IFT 装置の相互作用を詳細に解析することで、BBSome によ
る繊毛内膜タンパク質の輸送機構の分子基盤の解明を目指した。 
 
 第一章において、著者は VIP アッセイを用いて BBSome の 8 つのサブユニット同
士の相互作用を網羅的に解析し、BBSome の構築様式を明らかにした。さらに著者
は、共通のドメイン構成をもち、BBSome のコアサブ複合体を形成する BBS1、BBS2、
BBS7、BBS9 の相互作用様式を、各サブユニットの欠失変異体を用いた VIP アッセ
イにより解析し、コアサブ複合体の構築様式をより詳細に解明した。また、BBSome
と相互作用することが知られていた低分子量 GTPaseである ARL6が BBS1の N末端
領域を介して相互作用することを明らかにした。次に著者は、BBSome の繊毛にお
ける機能を調べるために、BBS1 ノックアウト（KO）細胞を CRISPR/Cas9 システム
を用いて作製した。BBS1-KO 細胞における IFT 装置の局在は正常であったが、
BBSome が繊毛に全く局在せず、繊毛膜に局在する GPCR である GPR161 の排出を
抑制された。これらのことから、BBS1 は BBSome の構築に必要であり、BBSome は
GPR161 の繊毛外への排出に必要であることが明らかになった。また、BBS1-KO に
よる GPR161 の排出不全は、野生型 BBS1 を発現させることで回復するが、BBS9 と
相互作用できない BBS1 変異体では回復しなかった。このことから、BBS1 と BBS9
の相互作用は BBSome の機能にとって必要であることが示された。次に、著者が
ARL6と相互作用できないBBS1点変異体を用いて同様のレスキュー実験を行ったと
ころ、GPR161 の排出不全は、ARL6 と相互作用できない BBS1 点変異体を発現させ
ることで回復した。著者は、この原因として、他の BBSome サブユニット存在下で
は BBS1 点変異体が ARL6 と相互作用できるようになるのではないかと考え、BBS1
と ARL6 の相互作用についてさらに詳細な相互作用解析を行った。すると、BBS1 と
ARL6 の相互作用は BBS9 共発現下において増強されることや、BBS9 存在下では
ARL6 と相互作用できない BBS1 点変異体が ARL6 と相互作用できることがわかっ
た。以上の結果から、BBS1 と BBS9 の相互作用は BBS1 と ARL6 の相互作用の安定
化に寄与し、BBSome の機能において必須の役割を果たすことが明らかになった。 
 
 第一章において、BBS1-KO 細胞では GPR161 の排出が抑制されたにも関わらず、
繊毛内輸送を司る IFT 装置の局在が正常であったことから、第二章において著者は、
BBSome が IFT 装置と GPR161 を連結している可能性について検討した。まず著者
は、VIP アッセイを用いて、BBSome と IFT 装置が BBS1–BBS9 二量体と IFT-B 複合
 体のサブユニットである IFT38 を介して相互作用していることを明らかにした。さ
らに、IFT38 の C 末端領域を欠失した変異体 IFT38(C)は、他の IFT-B サブユニット
との相互作用は維持しているが、BBS1–BBS9 二量体とのみ相互作用できないことを
明らかにした。そこで、IFT38-KO 細胞において、野生型 IFT38 と IFT38(C)をそれ
ぞれ発現させたレスキュー細胞を作製した。BBSome の繊毛内局在は、どちらのレ
スキュー細胞においても正常であった。一方、GPR161 の排出は、野生型 IFT38 レス
キュー細胞では正常に行われるのに対して、IFT38(ΔC)レスキュー細胞では正常に行
われず、GPR161 の排出が抑制された。以上の結果から、IFT38 と BBS1-BBS9 二量
体を介する IFT 装置と BBSome の相互作用は、BBSome 自体の繊毛内への輸送にと




く KO 細胞のレスキュー実験を行うことによって、まず BBSome の構築様式を明ら
かにし、BBSome が GPR161 の排出にとって必要であることを明らかにした。次に
著者は、BBSome が、GPR161 が繊毛から排出される際に、GPR161 と IFT 装置をつ
なぐアダプターとして機能することを明らかにした。本研究の成果は、BBSome に
よる繊毛局在型 GPCRの排出機構やその破綻による BBS発症機構における重要な知
見を見出すだけでなく、VIP アッセイを用いたタンパク質複合体の相互作用解析と
それに基づく機能解析の典型を提示している。 
 
よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として価値あるものと認める。また、
平成３１年２月２０日、論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果、
合格と認めた。 
 
 
 
 
 
